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Sekeren 



Metode for sekvensanalyse 



Foreliggende oppfinnelse er utskilt fra patents0knad 19986133 som omfatter en metode 
for DNA-sekvensering som inneholder f0lgende trinn: 

F0rste trinn tar utgangspunkt i en ren DNA-populasjon bestaende av DNA-sekvensen 
som skal sekvenseres. DNA-molekylene kuttes/brekkes pa en uspesifikk mate slik at det 
dannes en populasjon med DNA-molekyler best&ende av biter (heretter kalt DNA-biter) 
av den opprinnelige sekvensen. 

Annet trinn bestar i a erstatte baseparene i DNA-bitene med 4 ulike DNA-sekvenser 
(heretter kalt DNA-fragmenter) som representerer hver av de fire basene adenin, cyto- 
sin, guanin og tymin. Der hvor det har vaert basepar A-T, settes det altsa inn "fragment 
A", C-G byttes ut med "fragment C" osv. Dermed genereres nye DNA-molekyler hvor 
den opprinnelige baserekkefolgen pa f.eks. ACGTT... erstattes med fragment A - 
fragment C - fragment G osv. Lengden pa disse fire DNA-fragmentene kan i prinsippet 
variere i lengde fra 2bp til flere hundre kbp (eller mer om enskelig), alt etter behov. 
Tilsvarende kan DNA-fragmentene inneholde reportergener og annen biologisk infor- 
masjon eller kun besta av sekvenser uten kjent biologisk funksjon. 

I tredie trinn avleses rekkefiglgen av de fire typene DNA-fragmenter for hvert enkelt 
DNA-molekyl. Dermed finner man baserekke&lgen i de opprinnelige DNA-bitene 
indirekte. 

I fierde trinn benytter et dataprogram overlappen mellom DNA-bitene til a sette sammen 
informasjonen fra trinn 3 til sekvensen pa DNA-sekvensene som ble brukt som utgangs- 
punkt. 

Foreliggende oppfinnelse omhandler en mate for a "forst0rre" DNA. 



t Metode for a «forst0rre DNA» : 



Et sentralt poeng med analysemetodene i patentsoknad nr. 19986133 er at DNA molekylene 
«forst0rres» slik at de blir lettere k analysere. Et alternativ til de foretoningsstrategiene som er 
omtalt tidligere er a la DNA molekyler fordoble seg. Hvis man f.eks. har en tesning med 3 
DNA molekyler pa hhv 10, 1 1 og 12bp og lar disse fordoble seg 10 ganger far man en tesning 
med DNA molekyler pa omlag 10.000, 1 1 .000 og 12.000bp. Med de fleste metoder som 
brakes for a analysere DNA er det lettere a observere forskjellen pa DNA molekyler som 
skiller seg med lOOObp hver enn de som skiller seg med lbp selv om den relative 
starrelsesforskjellen er den samme. Prinsippet om a fordoble DNA kan derfor brukes til a 
forbedre de fleste DNA analyse metoder. 

Hvis man ved hjelp av metoden som er illustrert i figur 1 fordobler et DNA molekyl pa x bp n 
ganger ved hjelp av en adapter som er y bp lang vil DNA molekylets lengde bli; 

1) x-2 ,l + (2 n -l)y 

Forskjellen mellom to DNA molekyler som var pa hhv xogx+l bp f#r fordoblingene blir 
dermed; 

2) (x+l)-2 tt + (2 n -l)y - x-2 n + (2M)y = 2 n 

Lengdeforskjellen mellom to fordobiede DNA molekyler er derfor kun bestemt av deres 
absolutte og ikke deres relative lengdeforskjeller fiar fordoblingene. Etter 10 fordoblinger vil 
f eks vil lengdeforskjellen mellom DNA molekyler pa 4 og 5 bp vaere den samme som mellom 
DNA molekyler pa 12000 og 12001 bp, nemlig 2 lo =1024bp. Dette er et viktig poeng som gjor 
at metoden kan brukes til a lage «DNA stiger» hvor lengdeforskjellen mellom hvert trinn er 
den samme. Metoden kan derfor brukes til a forbedre de fleste metoder som er basert pa a 
detektere storrelsesforskjeller pa DNA molekyler. Bade gel og non-gel baserte. I tillegg 
kommer at fordoblingsstrategien gj0r det mulig a analysere DNA med teknikker som ikke er 
sensitive nok til a registrere forskjeller pa noen fa basepar. Nedenfor folger noen eksempler pa 
hvordan dette kan utnyttes 
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Fig 1. Metode for a fordoble DNA. Figuren viser to fordo blingssykluser av et enkeltradig DNA molekyl. 
Fordoblingene innledes med a ligere en hairpin adapter til molekylets 3^ende. Pa samme mate som f.eks. reverse 
transkriptase bruker en 3* hairpin loop som primer kan adapteren brukes som primer for en polymerase som 
ekstenderer molekylet. Til slutt smeltes DNA molekylet slik at man er tilbake tiJ utgangspiinktet En rekke andre 
teknikker kan ogsa tenkes for a «fordoble» DNA molekyier. 



Forbedret Maxam Gilbert metode: 

En l0sning med et enkelttradig DNA molekyl pa f.eks. 1000 bp btir biotinmerket i 5'enden og 
fordelt pa fire streptavidindekte plater. De streptavidindekte platene star rettvinklet pa hver sin 
avlesningsplate og er kun noen fa mikrometer h0ye. Til de fire platene tiisettes kjemikaiier 
som kutter hhv adenin, cytosin, guanin og thymin (pa samme mate som ved Maxam-Gilbert 
sekvensering). platene vaskes og molekylene fordobles deretter 10 ganger slik at det iages 
«DNA-stiger» med trinn pa 1024bp. Deretter gj0res DNA molekylene dobbelttradige samtidig 
som de endemerkes med fiuorescens. Til endemerkingen kan man f.eks. bruke en 
fluorescerende mikrosfaere eller et fluorescerende DNA fragment. DNA molekylene rettes 
deretter ut ved hjelp av en vaeskestrom, elektrisk felt eller annet. Fluorescensen fra de 
utrettede DNA molekylene kan deretter registreres med en fluorescens scanner. Ved a male 
avstanden mellom fluorescenssignalene og den streptavidindekte platen far man informasjon 
om hvor de 4 ulike basene befinner seg. Dermed kan man utlede DNA sekvensen. 



Anvendelse av adaptere og DNA chips: 

DNA sekvensen som onskes sekvensert amplifiseres opp ved hjelp av PCR og hybridiseres 
deretter til komplementaere oligonukleotider pa en DNA chips. DNA chipsen star rettvinklet 
pa en avlesningsplate og er kun noen fa mikrometer hoy. Oligonukleotidene brukes deretter 
som primere for en PCR reaksjon hvor mal DNA en fimgerer som templat slik at det dannes 
dobbelttradig mal DNA. Denne behandles deretter pa samme mate som illustrert i fig.l i 



vedlegg innsendt 21/3-1999. Hvis adapterene har fragmenter med samme sterrelse som 
trinnene i «DNA stigen» (1024bp) far man en kontinuerlig, fluorescerende DNA ^stige som 
kTavleses med en fluoresces scanner nar man retter ut DNA molekylene ved hjelp av en 
vSskestom, elektrisk felt eller lignende. Med denne metoden er det mulxg a a ge mange tusen 
pSer pa samme avlesningsplate slik at man kan sekvensere mange tusen DNA sekvenser pa 
samme avlesningsplate. 

Andre metoder: 

Metodene ovenfor er kun ment som eksempler pa hvordan prmsippet med a«fordoble>> DNA 
kan brakes til a forbedre eller utvikle nye DNA analyse metoder. Det er derfor viktig a 
understreke at fordoblingsprinsippet kan brakes i svasrt mange sammenhenger. 
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